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1 UVOD 
Povod za raziskavo je bil iskanje okolju prijaznejših načinov zatiranja škodljivcev v 
kmetijstvu, saj se še vedno množično uporablja sintetična fitofarmacevtska sredstva (v 
nadaljevanju FFS). Zato je bila na Katedri za fitomedicino, kmetijsko tehniko, 
poljedelstvo, pašništvo in travništvo narejena raziskava, kjer smo želeli poiskati 
alternative, ki bi lahko v prihodnosti nadomestile uporabo FFS. Za zatiranje škodljivih 
žuželk bi tako lahko v programih biotičnega varstva rastlin uporabili izolate 
entomopatogenih gliv. 
1.1 VZROKI ZA RAZISKAVO 
Onesnaževanje okolja, prekomerna erozija tal in s tem povezan prenos usedlin, kemičnih 
gnojil in FFS v površinske in podzemne vode ter nespametno ravnanje z odpadki ljudi in 
živali, predstavljajo resne okoljske in družbene probleme po vsem svetu. Zato se 
znanstveniki takšnih problemov lotevajo na različne načine. Ker se moramo ravnati po vse 
strožjih okoljskih zahtevah glede uporabe FFS, hkrati pa moramo povečati pridelavo hrane 
in njeno kakovost brez, oziroma z zmanjšanjem uporabe kemičnih FFS, je za kmetijstvo to 
velik izziv (Singh in sod., 2011). Kljub 1–2 % letni rasti uporabe biotičnega varstva, le-ta 
še vedno predstavlja manj kot 2 % od 30-milijardnega letnega svetovnega trga sredstev za 
zatiranje škodljivcev (Thomas in sod., 2007). 
 
Biotično varstvo rastlin je način obvladovanja škodljivih organizmov v kmetijstvu in 
gozdarstvu, ki uporablja žive naravne sovražnike, antagoniste ali kompetitorje ali njihove 
produkte in druge organizme, ki se morejo sami razmnoževati (Zakon o zdravstvenem 
varstvu rastlin, 2007). Poznamo več različnih načinov delovanja v biotičnem varstvu. Pri 
antibiozi, konkurenci, plenilstvu in parazitizmu so koristni organizmi neposredno vključeni 
v delovanje proti škodljivim organizmom. Drugi načini biotičnega varstva rastlin, kot so 
povzročena sistemična odpornost, povečan odziv rastlin in endofitna kolonizacija, v rastlini 
sprožijo odzive, ki zmanjšajo ali ublažijo obolenje (Ownley in sod., 2010). 
 
Pripravki na podlagi entomopatogenih gliv se od konvencionalnih pripravkov razlikujejo 
predvsem v varnosti, ceni in učinkovitosti. Ti pripravki so za ljudi, živali in druge 
organizme bolj varni. Z njihovo uporabo ne povzročamo nalaganja nevarnih ostankov v 
hrani in povečamo aktivnost drugih naravnih sovražnikov. Z njimi obenem ohranjamo tudi 
biotsko pestrost v naravnem okolju (Lacey in sod., 2001). 
 
Slabosti biotičnih pripravkov so povezane predvsem s hitrostjo delovanja, specifičnim 
delovanjem (preširok ali preozek spekter ciljnih organizmov, na katere učinkujejo) in 
visokimi stroški (Lacey in sod., 2001). 
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Raziskava je bila narejena zato, ker je bila želja najti učinkovite biotične agense in s tem 
povečati možnost uporabe biotičnih sredstev.  
1.2 CILJI NALOGE 
V laboratorijskem poskusu je bila preučena učinkovitost entomopatogenih gliv iz rodov 
Beauveria in Metarhizium na dva testna organizma iz različnih redov žuželk, metuljev in 
hroščev. Naš cilj je bil najti primerne izolate gliv za nadaljnjo uporabo v biotičnem varstvu 
rastlin v kmetijstvu. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Predpostavka je, da se bodo izolati razlikovali po agresivnosti glede na rod in vrsto 
entomopatogenih gliv in da bo smrtnost večja pri okužbi ličink voščene vešče (Galleria 
mellonella L.) kot pri ličinkah mokarja (Tenebrio molitor L.). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ENTOMOPATOGENE GLIVE 
Glivična okužba žuželk je bila prvič zabeležena leta 700 pred našim štetjem na obolelih 
gosenicah sviloprejk (Bombyx mori L.). Opazili so jo kitajski sviloprejci. Moderna 
patologija žuželk se je začela leta 1835 ko je glivo Botrytis (= Beauveria) bassiana (Bals.-
Criv.) Vuill. prepoznal italijanski entomolog Agostino Bassi. Glivo je nato leta 1835 
proučeval in opisal znani italijanski naravoslovec Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli, ki ji 
je dal ime Botrytis bassiana, v čast najditelju Bassiju (Zimmermann, 2007a). Gliva je bila 
vzrok bolezni na gosenicah sviloprejk v Franciji in Italiji. Dokazal je možnost širjenja 
bolezni na zdrave gosenice sviloprejk in tudi na ostale vrste žuželk. Prvi Rus, ki je 
preučeval entomopatogene glive je leta 1878 postal mikrobiolog Elie Metchnikoff. Glive je 
uporabil za namen biotičnega varstva rastlin. Predvideval je, da je za smrt žitnega hrošča 
Anisoplia austriaca Hrbst., uničujočega škodljivca žit, kriva gliva Entomophthora 
anisopliae Metschn.. Uvrstili so jo v rod Metarhizium in je danes znana pod imenom 
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Liu, 2012). S preizkušanjem glive na 
koloradskem hrošču sta začela Kiel in Neubauer leta 1953 na Češkem. Kasneje so se 
poskusi razširili tudi drugod po svetu. Ugotovili so, da je gliva najbolj učinkovita v prvih 
dveh levitvenih fazah ličink, včasih tudi v tretji. Starejših ličink in hroščev pa ne prizadene. 
V ZDA so tretirali eno generacijo petkrat (5 x 1013 trosov/ha) in dosegli 53-79 % učinek. V 
Rusiji so izdelali pripravek Buverin, ki v odmerku 2 kg/ha oziroma 1,2 x 1013 konidijev/ha 
zatre koloradskega hrošča, lahko pa tudi koruzno veščo in gosenice jabolčnega zavijača 
(Milevoj, 2020). Leta 1890 sta Girard in Le Monet neuspešno uporabila vrsto Beauveria 
brongniartii (Sach.) za zatiranje majskega hrošča. Kasneje (1965-1967)  je Hurpin v svojih 
raziskavah dognal da je ta gliva pomembna za omejevanje majskega hrošča, sploh v krajih 
kjer je vrsta endemična. V Švici je leta 1983 Keller z glivo B. brongniartii tretiral robove 
gozdov, kjer so poletavali majski hrošči. Prvič v odmerku 2,5 x 1014 trosov/ha, ko je na 
gozdne rastline priletelo 50 % hroščev od celotne populacije, drugič, ko jih je bilo 80 %. 
Samice, okužene z glivo, so po izleganju jajčec odmrle, njihovi kadavri pa so služili kot 
inokulum za okuževanje kasneje izleglih ogrcev. Glivo B. brongniartii uspešno uporabljajo 
za zatiranje majskega hrošča na Tirolskem v Avstriji in v Švici. Prav tako pa je bila pri nas 
uporabljena na Črnovrški planoti. Gliva namnožena na zrnju ječmena je bila vdelana v tla s 
pomočjo sejalnic za vsejavanje. Če je v tleh zadostna vlaga, se gliva razmnoži in okuži 
ogrce (Milevoj, 2020). 
 
Najpogosteje uporabljena skupina gliv v biotičnem varstvu so entomopatogene glive. 
Poleg patogenosti za členonožce imajo tudi druge lastnosti, zaradi katerih so širše 
uporabne v biotičnem varstvu rastlin. V rastlinah delujejo kot endofiti in delujejo zaviralno 
na povzročitelje rastlinskih bolezni. Naselijo se v rizosfero številnih rastlin v naravnih in 
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kmetijskih ekosistemih ter delujejo spodbujevalno na njihovo rast in razvoj (Munda in 
sod., 2019). 
 
Entomopatogene glive okužujejo členonožce, zlasti žuželke, zato jih lahko v kmetijstvu 
uporabljamo za zatiranje le-teh (Oreste in sod., 2012). Najdemo jih v naravi, in sicer zlasti 
v tleh. Glive iz rodu Beauveria se pogosteje nahajajo na neobdelanih tleh (Chandler in 
sod., 1997; Tarasco in sod., 1997), medtem ko glive iz rodu Metarhizium pogosteje 
najdemo na obdelanih zemljiščih, navadno tam, kjer rastejo zelnate rastline (Keller in sod., 
2003). 
 
Entomopatogene glive navadno okužijo žuželke v mlajših razvojnih stadijih (nimfe ali 
ličinke), popolnoma pa niso odporni niti odrasli osebki. (Liu, 2012). Svoje gostitelje 
okužijo skozi zunanjo kutikulo in so patogene tako za žuželke z mehko telesno zgradbo kot 
za tiste z zunanjim skeletom (koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata /Say/), pesna 
stenica (Parapiesma quadratum /Fieber/), kobilice (Orthoptera L.), trtni jajčasti rilčkar 
(Otiorhynchus austriacus /F./). Patogene so tudi za vrsto drugih členonožcev, vključno s 
pršicami (Acari). Sposobnost, da prodrejo skozi kutikulo, jim omogoča, da okužijo tudi 
sesajoče žuželke, kot so uši, ščitkarji, resarji, bolšice in kaparji. So verjetno najboljša izbira 
za varstvo pred škodljivimi žuželkami, saj ni nujno, da jih te zaužijejo. Dovolj je zgolj 
pritrjevanje hif glive na škodljivca, kjer kasneje nastane okužba (Thomas in sod., 2007; 
Liu, 2012). Leta 2012 je bilo 25 vrst gliv ovrednotenih kot biotični agensi za zatiranje 
zgoraj naštetih žuželk (Liu, 2012). Ugotovljeno je bilo, da mnoge entomopatogene glive 
niso zgolj patogeni členonožcev, ampak je njihovo delovanje širše. Za varstvo pred talnimi 
žuželkami je dobro, če je v rizosferi gliva naseljena v obliki zaščitnega biofilma (Singh in 
sod., 2011). Takim glivam, ki rastejo v obliki biofilmov pravimo, da so kompetentne na 
rizosfero. To pomeni, da je gliva obstojna v tleh tudi ob daljši odsotnosti gostiteljskih 
žuželk (Pava-Ripoll in sod., 2011). 
 
Za kalitev spor, rast in sposobnost preživetja enotomopatogenih gliv je pomembna 
temperatura, ki nanje vpliva na različne načine. Visoke temperature jih lahko onesposobijo 
še pred stikom s škodljivcem, upočasnijo ali pospešijo rast znotraj škodljivca. Nasprotno 
pa lahko nizke temperature zmanjšajo ali ustavijo kalitev in rast gliv ter tako podaljšajo čas 
ali pa zmanjšajo možnost za uspešno okužbo (Zimmermann, 2007a). V eni izmed študij, 
kjer so raziskovali mikrobno floro tal onesnaženih s težkimi kovinami, je Bååth (1991) 
ugotovil, da so entomopatogene glive zelo tolerantne za baker. Zato bi lahko bil medij, ki 
temelji na bakru, koristen za selektivno izolacijo teh gliv (Bååth, 1991). Vendar pa novejše 
raziskave Celar in Kos (2020) dokazujejo ravno nasprotno. Pri uporabi različnih 
pripravkov na osnovi bakra so ugotovili, da le-ti lahko delujejo močno zaviralno na glivo 
B. bassiana (Celar in Kos, 2020). 
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Prednosti uporabe EPG pred drugimi sredstvi za varstvo rastlin so v tem, da z njimi ni 
težav v prehranjevalni verigi ljudi, sredstva ne hlapijo, ni strupenih ostankov, ne vplivajo 
na kakovost talne in pitne vode, niso strupene za ljudi, sesalce in rastline pri nas (Milevoj, 
2020). Načeloma predstavljajo majhno tveganje za koristne neciljne organizme, kot so 
čebele, deževniki in skakači (Collembola), ter za naravne sovražnike, kot so parazitoidne 
osice in plenilski hrošči. Vsi ti imajo pomembno vlogo v ekosistemih. Tako se ohranja 
naravno ravnovesje med organizmi, poleg tega pa se vzdržuje biotska raznovrstnost, ki je 
ključna za dolgoročno kmetijstvo in gozdarstvo. Prednosti uporabe biotičnih sredstev sta 
tudi učinkovitost proti škodljivim organizmom, ki so odporni na kemična sredstva za 
varstvo rastlin in majhno tveganje za nastanek odpornosti (Munda in sod., 2019). Glive se 
izolirajo na selektivnih gojiščih, množično pa se namnožujejo v fermentorjih (Milevoj, 
2020). Entomopatogene glive, oziroma pripravki na podlagi njih, ki so registrirani po vsem 
svetu, se uporabljajo zgolj v manjših tržnih nišah. Pri večjih pridelovalcih so za zatiranje 
škodljivcev še vedno učinkovitejša kemična sredstva (Lord, 2005).   
2.1.1 Rod Beauveria 
Leta 1911 je Beauverie proučil neznano glivo, leto za tem pa jo je Vuillemin uvrstil v nov 
rod Beauveria, ki ga je poimenoval po znanstveniku Beauverieu. V to skupino danes spada 
tudi gliva Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Vrsto Beauveria brongniartii (Sacc.) 
Petch je pod različnimi imeni že konec 19. stoletja opisalo več raziskovalcev (MacLeod, 
1954). Obsežnejšo raziskavo glive B. brongniartii glede uporabe za zatiranje majskega 
hrošča je naredil Giard leta 1892 (Zimmermann, 2007a). 
 
Vrste Beauveria spp. okužujejo gostiteljske žuželke skozi njihovo povrhnjico. Pot okužbe 
poteka po naslednjih korakih: (1) pritrditev spor na kutikulo; (2) kalitev spor; (3) 
prodiranje hife skozi kutikulo; (4) premagovanje gostitelja in njegovih imunskih 
obrambnih reakcij; (5) razmnoževanje znotraj gostitelja s tvorbo hifalnih teles/blastospor 
(kvasovkam podobne celice); (6) saprofitna rast iz mrtvega gostitelja in tvorba novih spor. 
Inkubacijska doba je odvisna od gostitelja, stopnje razvoja gostitelja, temperature in 
virulentnosti seva glive. Pri listnih ušeh lahko traja 3-4 dni, medtem ko pri ličinkah hrošča 
2-4 tedne. Po smrti gostitelja gliva v vlažnih pogojih preide v saprofitno fazo, tako da 
izstopi iz telesa gostitelja in tvori konidije na površju kadavra žuželke. V zelo suhih 
pogojih lahko gliva vztraja tudi v obliki hif znotraj kadavra gostitelja (Zimmermann, 
2007a). 
 
Na splošno gliva prodira v tanjša in mehkejša območja kutikule, kot so sklepi, med 
segmenti ali ustnimi deli. Po kalitvi spore se lahko pred vdorom v gostitelja na kličnem 
mešičku oblikuje apresorij iz katerega izrašča inkfekcijski klin neposredno v samega 
gostitelja. Proces prodiranja poteka mehanično in s tvorbo več encimov, vključno s 
proteazami, hitinazami in lipazami (Zimmermann, 2007a). 
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2.1.1.1 Vrsta Beauveria bassiana 
Po bazi Index Fungorum (2020a) jo uvrščamo v naslednje taksonomske enote: Fungi, 
Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, 
Cordycipitaceae. Njeno prvo poimenovanje je bilo: Botrytis bassiana Bals.-Criv. 1835. 
 
Raziskave o razširjenosti glive B. bassiana so pokazale, da se ta gliva najpogosteje 
pojavlja v tleh, najdemo pa jo tudi na tistih žuželkah, ki se gibljejo tako v tleh kot tudi po 
zraku ter kot endofita nekaterih rastlin, zlasti koruze (Bing in Lewis, 1992; Zimmermann, 
2007a). To dokazuje, da lahko preživi v različnih okoljih in v povezavi z mnogimi 
organizmi. V zadnjih 100 letih je bila gliva mnogokrat uporabljena v biotičnem varstvu 
rastlin pred škodljivci in doslej še ni bilo dokazane njene patogenosti za rastline 
(Zimmermann, 2007a). 
 
Na Kitajskem je bila množično uporabljena za zatiranje koruzne vešče (Ostrinia nubilalis 
(Hübner), Dendrolimus punctatus (Walker) na boru in na pomembnemu škodljivcu riža in 
čaja Nephotettix nigropictus (Stål) (Zimmermann, 2007a). Za glivo so značilne bele 
kolonije. Spodnja stran je brezbarvna ali rumenkasta do rožnata. Konidiogene celice so na 
bazalnem delu ovalne ali v obliki bučke, njihov stržen pa meri do 20 μm in tvori »cik-cak« 
vzorec. Hialini konidiji so kroglaste do elipsaste oblike navadno veliki 2-3 x 2-2,5 μm. 
Konidije lahko vidimo v grozdičih kot snežne ali bombažne kroglice. Kalitev konidijev se 
začne po 10 urah po pritrditvi na gostitelja in je zaključena po 20 urah pri temperaturah 
med 20 in 25 °C. Optimalna temperatura za kalitev je med 23 in 28 °C, najnižja 5-10 °C in 
najvišja 30-38 °C, odvisno od izolata glive. Pri izolatih, ki jih uporabljajo v Afriki, je 
kalitev konidijev manjša, če so temperature med 15 in 30 °C. Optimalna temperatura je 
bila v enem izmed poskusov med 20 in 30 °C ali med 25 in 30 °C. Ravno nasprotno je pri 
izolatih gliv iz subarktičnega dela sveta, kjer glive kalijo že pri 5 °C. Spore zaradi toplote 
propadejo, če so 10 minut izpostavljene temperaturi 50 °C. Poleg temperature je za 
uspešno kalitev potrebna relativna zračna vlaga, ki je optimalna med 92 in 100 %, vendar 
so lahko uspešne tudi že pri 60-70 % (Zimmermann, 2007a). Zelo slabo aktivnost ima 
gliva na sončni svetlobi. Po 16 minutah izpostavljenosti umetni sončni svetlobi je bilo 
neaktivnih 99 % vseh konidijev. Po polurnem osvetljevanju je bilo vitalnih samo še 50 % 
konidijev (Gardner in sod., 1977). 
 
Sinonimi za glivo Beauveria bassiana (MacLeod, 1954): 
 
= Beauveria laxa Petch (1931) 
= Beauveria globulifera (Speg.) Picard (1914) 
= Botrytis bassiana Balsamo (1835) 
= Botrytis necans Massee (1914) 
= Botrytis bassiana Sacc. subsp. tenella Delacroix (1937) 
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= Botrytis bassiana var. lunzinensis Szilvinyi (1941) 
= Botrytis brongniartii subsp. delacroixii (Sacc. Delacroix (1893) 
= Botrytis effusa Beauverie (1911) 
= Botrytis stephanoderis Bally (1923) 
= Sporotrichum densum Link (1809) 
= Sporotrichum globuliferum Speggazzini (1880) 
= Sporotrichum minimum Speggazzini (1881) 
= Isaria shiotae Kuru (1931) 
 
Gostitelji glive so iz različnih redov žuželk: Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera, 
Hymenoptera; in pajkovcev (Zimmermann, 2007a). Kljub širokem delovanju, pa vsak 
izolat glive ne ustreza vsakemu gostitelju. Zato je potrebno poiskati prave izolate za vsako 
določeno skupino členonožcev (Goettel in sod., 1990). 
 
Glivo B. bassiana so v nekdanji Sovjetski zvezi v letih 1960 uporabljali kot biotični 
pripravek Boverin za zatiranje koloradskega hrošča. S kombinacijo s kemičnim 
insekticidom DDT so uspešno zatirali tega škodljivca (Liu, 2012). 
 
Pri nas so glivo našli med drugim tudi na Primorskem, v Bertokih na travniku. Kot vabo so 
uporabili ličinke G. mellonella (Razinger in sod., 2019). Prav tako je bila gliva najdena in 
vzorčena na robovih gozdov, na poljih in travnikih za namen naše raziskave tudi drugod po 
Sloveniji. 
2.1.2 Rod Metarhizium 
Vrsto Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin je prvi opisal Metschnikoff (1879) pod 
imenom Entomophthora anisopliae (Metschn.). Našel jo je v Ukrajini na ličinkah 
pšeničnega ščurka (Anisoplia austriaca  /Hbst./) in na škodljivcu sladkorne pese Cleonus 
punctiventris Germar. Kasneje je Sorokin (1883) glivo uvrstil v rod Metarhizium. Glive 
tega rodu prepoznamo po značilnih sporulacijskih strukturah. Prevladujoči taksonomski 
znaki so filaide, ki nosijo verižno ali stebričasto razporejene suhe, zelene konidije, ki so 
okrogle do ovalne oblike. Tulloch je na podlagi velikosti konidijev v rod Metarhizium 
uvrstil samo dve vrsti. To sta M. anisopliae in M. flavoviride Gams & Rozsypal. Glede na 
velikost konidijev jih je razdelil v kratko-sporno obliko M. anisopliae (Metsch.) Sorok. 
var. anisopliae s konidiji velikimi 5-8 μm in v dolgo-sporno obliko M. anisopliae 
(Metsch.) Sorok. var. major (Johnston) s konidiji velikimi 10-14/16 μm. Slednjega so 
kasneje Rombach in sod. (1986) preimenovali v M. anisopliae var. majus (Johnson) 
Tulloch. M. flavoviride sta prvič omenjala Gams and Rozsypal (1973). Od M. anisopliae se 
razlikuje po tem, da ima širše sivkasto-rumene konidije (Zimmermann, 2007b).  
 
Glavne vrste rodu Metarhizium so /Bischoff in sod., 2006; Index Fungorum (2020b)/: 
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Metarhizium album Petch (1931) 
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin (1883) 
Metarhizium anisopliae var. acridum Driver and Milner (2000) 
Metarhizium brunneum Petch (1935) 
Metarhizium cylindrosporae Chen and Guo (1986) 
Metarhizium flavoviride Gams and Rozsypal (1973) 
Metarhizium flavoviride var. minus Rombach et al. (1986) 
Metarhizium flavoviride var. pemphigi Driver and Milner (2000) 
Metarhizium frigidum Bischoff et al. (2006) 
Metarhizium guizhouense Chen and Guo (1986) 
2.1.2.1 Vrsta Metarhizium anisopliae 
Po Index Fungorum (2020c) jo uvrščamo v naslednje taksonomske enote: Fungi, 
Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales 
Clavicipitaceae. Njeno prvo poimenovanje je bilo: Entomophthora anisopliae Metschn. 
1879. 
 
Sinonimi vrste Metarhizium anisopliae so (Index Fungorum, 2020b): 
 
= Entomophthora anisopliae Metschn. (1879) 
= Isaria destructor Metschn. 
= Isaria anisopliae (Metschn.) Pettit (1895) 
= Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin (1883) f. anisopliae 
= Metarhizium anisopliae f. minor Johnst. (1915) 
= Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin var. anisopliae Tulloch (1976) 
= Metarhizium anisopliae var. majus (Johnst.) Tulloch (as ‘major’) (1976) 
= Oospora destructor (Metschn.) Delacr. (1893) 
= Penicillium anisopliae (Metschn.) Vuill. (1904) 
 
Gliva M. anisopliae se uporablja v biotičnem varstvu rastlin že okrog 130 let. Razširjena je 
praktično po vsem svetu. Poleg gliv B. bassiana in B. brongniartii je ena najpogosteje 
uporabljenih gliv. Njihova uporaba je razširjena v Nepalu, Novi Zelandiji, Novi 
Kaledoniji, na Bahamih, ZDA, Kanadi, Severni Irski, Italiji, Turčiji, Rusiji, Zairu, Veliki 
Britaniji, Franciji, Avstriji, Avstraliji in v mnogih drugih azijskih, afriških, južnoameriških 
in srednjeameriških državah. Največ se uporablja za hitro, intenzivno zatiranje škodljivcev 
v tleh. Ciljni škodljivci, ki jih zatiramo  s to glivo so termiti, kobilice, ščurki in nekateri 
polkrilci. Poleg tega pa je gliva učinkovita tudi proti sovkam in drugim talnim 
škodljivcem, kot so hrošči. Uporabljamo jo v rastlinjakih za zatiranje rastlinjakovega 
ščitkarja, in resarjev ter tudi za komarje in klope (Zimmermann, 2007b). Brez težav jo 
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najdemo tudi v sadovnjakih, ki so redno škropljeni, kar pomeni, da gliva ni zelo občutljiva 
za FFS (Keller in sod., 2003; Enkerli in sod., 2001). 
 
Potek okužbe z glivo M. anisopliae je podoben kot pri drugih entomopatogenih glivah. 
Kalitev in uspešna okužba sta odvisna od številnih dejavnikov. To so dovzetnost gostitelja 
in različni okoljski dejavniki, kot sta temperatura in vlažnost. Na kalitev lahko vplivajo 
tudi nekateri lipidi, ki jih imajo žuželke na kutikuli. To so na primer kratkodelujoče 
maščobne kisline, aldehidi, estri voska, ketoni in alkoholi, ki imajo protimikrobno 
delovanje. Lahko pa je kutikula prevlečena tudi s snovmi, ki delujejo kot receptorji za 
prepoznavanje glive. Na splošno do kalitve trosov glive M. anisopliae pride v prvih 20 
urah po apliciranju. Preden gliva prodira v gostitelja mora ustvariti apresorij (pritrditev na 
gostitelja), na katerem se razvije infekcijski klin, s katerim gliva prodre skozi kutikulo 
gostitelja. Ta postopek je mehaničen in s pomočjo encimov proteaze, hitinaze ter lipaze. 
Inkubacijska doba je odvisna od gostitelja, njegovega stadija, temperature in virulentnosti 
glive. Pri listnih ušeh traja 3-4 dni, pri hroščih pa 2-4 tedne. Po smrti gostitelja začne gliva 
v vlažnih pogojih svoje širjenje kot saprofit. Konidiji nastajajo zunaj kadavra. V zelo suhih 
pogojih lahko gliva ohranja tudi kot micelij znotraj trupla kadavra ali pa na primer v Afriki 
pri kobilicah v obliki konidijev., ki  nastajajo v kadavru (Zimmermann, 2007b).  
 
Znanstvenikom se poraja veliko vprašanj glede strupenosti entomopatogenih gliv za ljudi. 
Zato je bilo narejenih že kar nekaj  raziskav, vendar pa točnih odgovorov zaenkrat niso 
dobili še pri nobeni. Strasser in sod. (2000) so navedli, da so količine spor glive M. 
anisopliae, ki jih dodajamo v tla običajno precej manjše od tistih, ki jih glive izločajo v 
tekočih medijih, bogatih s hranili, zato predstavljajo za ljudi minimalno tveganje. Pri rodu 
Metarhizium so v presnovi našli toksine destruktine (šest vrst), citohalazin in swainsonine. 
Gliva M. anisopliae jih tvori v kulturi ali in vivo (Strasser in sod., 2000). Toksini niso 
nevarni za ljudi v običajnih količinah, ki jih lahko telo prejme. Swainosine se uporablja za 
farmacevtske namene v preiskavah za zdravljenje raka (Zimmermann, 2007b). 
 
Na uspešno delovanje in razvoj glive vplivajo tudi biotski in abiotski dejavniki. 
Najpomembnejši so temperatura, vlaga in sončno obsevanje. Entomopatogena gliva M. 
anisopliae je mezofilna, optimalne temperaturne razmere za njeno rast in kalitev spor so  
med 15 in 35 °C (Zimmermann, 2007b).  Dimbi in sod. (2004) so ugotavljali razlike v 
kalitvi in radialni rasti pri konstantnih temperaturah. Ugotovili so, da je v 24 urah več kot 
80 % konidijev zraslo pri temperaturi 20, 25 in 30 °C, 26-67 % pri temperaturi 35 °C in 
manj kot 10 % pri 15 °C. Obstajajo pa tudi izolati glive, ki delujejo pri nekoliko drugačnih 
temperaturah. Taki izolati, ki so aktivni tudi pri 8-10 °C, so bili najdeni v severnejšem delu 
sveta nad 43.5° zemljepisne širine (De Croos in Bidochka, 2001). V tropskih regijah 
obstajajo izolati, ki lahko rastejo pri temperaturah nad 35 °C. To pomeni, da lahko gliva 
okuži in se razmnožuje na sesalcih ter s tem povzroča zdravstvene težave, kot je na primer 
povišana telesna temperatura (Welling in sod., 1994; Zimmermann, 2007b). Zelo 
10 
Kopinšek T. Preizkušanje virulentnosti … gliv iz rodov Beauveria … voščene vešče (Galleria mellonella L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020  
 
 
pomemben okoljski dejavnik je vlažnost. Vpliva na učinkovitost in na preživetje glive. Na 
splošno je za aktivnost vrste M. anisopliae potrebna visoka relativna zračna vlaga. Walstad 
in sod. (1970) so ugotovili, da je najboljša kalitev spor ravno pri 100 % vlagi. Pri 92,5 % 
so že opazne spremembe, pri 85 % pa do kalitve ni prišlo. Bateman in sod. (1993) so v 
raziskavi s pripravki v oljnih formulacijah zaznali okužbe puščavskih kobilic že pri 20-30 
% relativni zračni vlagi. Tretji pomemben dejavnik je ultravijolično sevanje (UV-A in UV-
B žarki). Vpliva na učinkovitost glive oziroma na njeno preživetje. Ravno UV-A in UV-B 
žarki najbolj poškodujejo konidije (Zimmermann, 1982). 
 
Gliva na splošno ne vpliva na rastline in ima le delni vpliv na organizme v tleh. Testirana 
je že bila na veliko neciljnih organizmih. Običajno so rezultati pokazali, da ima v tleh 
manjši vpliv kot v laboratorijskih raziskavah. Pri vplivu na človeka so opazili nekaj 
alergijskih reakcij, zato so pri uporabi potrebno posluževati ukrepov, da ne pride v stik s 
kožo ali do prekomernega vdihavanja (Zimmermann, 2007b). 
2.1.2.2 Vrsta Metarhizium guizhouense 
Po Index Fungorum (2020d) jo uvrščamo v naslednje taksonomske enote: Fungi, 
Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, 
Clavicipitaceae. 
 
Gliva guizhouense Q.T. Chen & H. L. Guo je entomopatogen, ki spada v kompleks M. 
anisopliae. Njeni konidiji so veliki največ 9 μm (Bischoff in sod., 2009).   
2.1.2.3 Vrsta Metarhizium robertsii 
Po Index Fungorum (2020e) jo uvrščamo v naslednje taksonomske enote: Fungi, 
Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, 
Clavicipitaceae. 
 
M. robertsii JF Bisch., Rehner & Humber je gliva (nekdaj znana kot M. anisopliae var. 
anisopliae), ki je razširjena po vsem svetu (Bidochka in sod., 2001; Bischoff in sod., 2009) 
in se uporablja za biotično varstvo rastlin pred žuželkami (Lomer in sod., 2001). Poleg tega 
pa lahko dobro kolonizira rastlinsko rizosfero in koreninski eksudat (Hu in Leger, 2002; 
Pava-Ripoll in sod., 2011). V raziskavi Sasan in Bidochka (2012) so opazovali vpliv glive 
M. robertsii na rast in razvoj korenin prosa. Opazili so razlike pri razvoju koreninskih 
dlačic že dva dni po kalitvi semena. Gliva je namreč vplivala na zgodnejši razvoj korenin v 
primerjavi s kontrolnim obravnavanjem. Prav tako je pozitivno vplivala na kalitev 
fižolovih zrn (Sasan in Bidochka, 2012). V kmetijstvu še ni uporabljana kot pospeševalec 
rasti rastlin, saj še ni dobro znan mehanizem delovanja. Med glivami so zaenkrat najbolj 
raziskane glive Trichoderma spp., ki so najpogosteje uporabljene pospeševalke rasti in 
antagonisti (Harman, 2006). 
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Pri nas so veliko vzorcev glive M. robertsii našli v prsti/substratu na različnih krajih 
Slovenije. V ličinkah mokarja, katere so uporabili kot vabe, so jo našli v Dolskem, 
Šmartnem pri Cerkljah, Brdu pri Lukovici, v Jabljah in še na nekaj nedefiniranih lokacijah 
(Razinger in sod., 2019).  
2.2 PRIPRAVKI V SLOVENIJI 
Trenutno so v Sloveniji registrirani trije pripravki na podlagi entomopatogenih gliv. Pri 
vseh treh je aktivna snov gliva Beauveria bassiana v dveh različnih sevih. Najbolj znan je 
pripravek je Naturalis, malo manj znan pa je Botanigard v dveh različnih formulacijah 
(FITO-INFO, 2020). 
 
Naturalis je pripravek na podlagi glive B. bassiana, sev ATCC 74040 in je oljna disperzija. 
Uporablja se kot insekticid na različnih vrstah rastlin. To so aronija, breskev, brokoli, 
bučka, cvetača, češnja, dinja, endivija, fižol za stročje, fižol za zrnje, jablana, jagoda, 
jajčevec, kaki, kosmulja, krompir, listnati radič,  malina, marelica, navadna buča, navadna 
hruška, navadna kumara, navadna leska, navadna lubenica, nektarina, okrasne rastline, 
oljka,  paprika, paradižnik, ribez, robide, sliva, solata,  vinska trta za pridelavo namiznega 
grozdja, vinska trta za pridelavo vinskega grozdja in višnja. S pripravkom lahko zatiramo 
širok spekter škodljivcev (breskova muha, breskvin trips, cvetlični resar, češnjeva muha, 
kapusov ščitkar, lešnikar, listne uši, navadna hruševa bolšica, navadna pršica, oljčna muha, 
rastlinjakov ščitkar, rdeča sadna pršica, resarji,  rožni resar, rumena (gabrova) pršica, 
solatna listna uš, velika ribezova uš,  strune, tobakov resar in tobakov ščitkar). Prvič je bil 
pripravek registriran 21.11.2008, trenutno pa ima registracijo do 30.4.2022 (FITO-INFO, 
2020). 
 
Botanigard OD ima aktivno snov B. bassiana, sev GHA in je oljna disperzija. Uporablja se 
kot insekticid na bučkah, melonah, drevesnicah okrasnih rastlin, jagodah, jajčevcu, 
kumarah, okrasnih rastlinah, papriki in na vrtnicah. Z njim lahko zatiramo rastlinjakovega 
ščitkarja, srebrečega ščitkarja in tobakovega ščitkarja. Prvič je bil registriran 7. 5. 2019, 
registracijo ima do 30. 4. 2021 (FITO-INFO, 2020). 
 
Botanigard WP ima prav tako aktivno snov B. bassiana, sev GHA in je močljiv prašek. 
Uporablja se kot insekticid na bučkah, melonah, drevesnicah okrasnih rastlin, jagodah, 
jajčevcu, kumarah, malinah, okrasnih rastlinah, papriki, paradižniku, robidah in na 
vrtnicah. Z njim lahko zatiramo ameriškega resarja, cvetličnega resarja, rastlinjakovega 
ščitkarja,  solatnega koreninarja, tobakovega resarja in srebrečega ščitkarja in tobakovega 
ščitkarja. Prvič je bil registriran 7. 5. 2019, registracijo ima do 30. 4. 2021 (FITO-INFO, 
2020). 
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2.3 MOKAR (Tenebrio molitor) IN VOŠČENA VEŠČA (Galleria mellonella) 
2.3.1 Mokar (Tenebrio molitor L.) 
Je žuželka, ki se pogosto uporablja v raziskavah interakcij med gostiteljem in parazitskim 
organizmom, predvsem za biotično varstvo rastlin. Po vsem svetu se pojavlja v silosih, ki 
vsebujejo zrnja, moko, tobak in živila. Tam lahko ličinke in odrasli osebki povzročajo 
veliko materialno škodo (Rodrıguez-Gomez in sod., 2009). 
2.3.2 Voščena vešča (Galleria mellonella L.) 
Voščena vešča spada v skupino gospodarsko najbolj pomembnih škodljivcev čebeljega 
satovja. V glavnem se hrani s satovjem in njegovo vsebino ter največ škode povzroči v fazi 
ličinke. Če čebelarji pravočasno ne zaznajo njihove prisotnosti v panju, lahko naredijo še 
več škode kot sicer. Največkrat jih najdemo v zapuščenih panjih in skladiščih. Ličinke na 
splošno veljajo za izredno občutljive gostitelje pri raziskavah z entomopatogenimi glivami 
in ogorčicami (Ibrahim in sod., 2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 VZORČENJE IN PRIPRAVA MATERIALA 
V raziskavi so bila med letoma 2015 in 2017 vzorčena tla na različnih delih Slovenije in na 
pridelovalnih površinah z različno rabo tal (trajni nasadi, njive s poljščinami, njive in 
vrtovi z vrtninami, travniki in gozd). V tem času je bilo nabranih 81 vzorcev zemlje (14 na 
Notranjskem in območju Severne Primorske, 11 na Štajerskem, 12 v Slovenski Istri, 12 v 
Osrednji Sloveniji in na Gorenjskem, 12 v Prekmurju, 10 na Dolenjskem in 10 v Beli 
krajini). Vzorčenja so potekala v mesecu aprilu in maju. Vzorci so bili pridobljeni s 
pomočjo talne sonde do globine 10 cm. Po vzorčenju so bili 1–2 dni hranjeni na sobni 
temperaturi (20–25 ºC). Po tem so bili presejani skozi 2-milimetersko sito, homogenizirani 
in shranjeni v hladilniku pri 4 ºC.  
 
Iz vsakega homogeniziranega vzorca so bili narejeni trije podvzorci z maso 10 g v 100-
mililitrskih erlenmajericah s širokim vratom. V vsako je bilo dodano 40 ml raztopine 
Tween 80 (0,1 % (v/v)) preden je bila postavljena v vodno kopel za 30 minut na 25 ºC na 
150 rpm, za tem so bili vzorci še 30 sekund v ultrasonični kopeli. Pred tem je bilo 
pripravljeno selektivno gojišče Sauboraud (Merck) - 2 % glukozni agar + antibiotiki in 
dodin, ki je bilo skuhano – sterilizirano v avtoklavu 15 min pri 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Tik pred razlivanjem so bili v ohlajeno gojišče dodani še antibiotiki.  
 
Štiri agarne plošče s selektivnim gojiščem so bile inokulirane s 50 μl pripravljene talne 
suspenzije , ki je bila nato razmazana z Drigalski spatulo. Tako inokulirane agarne plošče 
so bile nato inkubirane na 25 ºC pri 60 % relativni zračni vlagi. Inkubacija je trajala tako 
dolgo, da so se na gojišču pojavile kolonije gliv. Zrasle kolonije gliv so bile večkrat 
precepljene na čiste agarne plošče, da smo pridobili čiste kulture. 
 
Iz 81 vzorcev zemlje je bilo na koncu izoliranih 46 potencialno uporabnih izolatov iz vseh 
treh let. Izmed njih so bile nato še dvakrat pridobljene čiste kulture in glede na aktivnost 
glive na gojišču so bili izbrani najbolj primerni izolati. V poskusu je bilo tako uporabljenih 
14 izolatov 4 vrst EPG iz rodov Beauveria in Metarhizium, dva izolata B. bassiana, en 
izolat M. guizhouense, pet izolatov M. robertsii in šest izolatov M. anisopliae. Trije vzorci 
so bili vzorčeni v okolici Nove Gorice, en v Kopru, en v Mednem pri Medvodah, tri v 
Prekmurju, pet na Dolenjskem in en v Beli krajini v tleh z različno rabo (njiva, vinograd, 
matičnjak, travnik, vrt, sadovnjak). 
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3.2 POSKUS Z VOŠČENO VEŠČO (Galleria mellonella) IN MOKARJEM (Tenebrio 
molitor) 
Ličinke voščene vešče so bile shranjene v temi na 25 °C, kjer so se hranile na ostankih 
satovja. Žive ličinke mokarja pa so bile kupljene v trgovini za male živali, kjer služijo kot 
hrana plazilcem, različnim pticam in drugim živalim. Mokarja smo  nato razmnoževali na 
25 °C. Ličinke smo hranili s kosmiči, ostanki kruha in drugimi ostanki različnih žit.  
 
Slika 1: Ličinke mokarja 
V poskusu so bile ličinke mokarja in voščene vešče inokulirane tako, da je bilo po 20 
osebkov vsake vrste prelito s suspenzijo spor posamezne entomopatogene glive. 
Suspenzija je bila pripravljena iz destilirane vode v katero smo dali spore gliv iz gojišča in 
temu dodali močilo TWIN. Suspenzijo smo dobro premešani na stresalniku, da so se spore 
po njej čimbolj enakomerno razporedile. Pred nanašanjem suspenzije na ličinke so bile s 
pomočjo hemocitometra pod mikroskopom preštete spore v 10 µl suspenzije. Število spor 
se je v vzorcih raztopine gibalo od 2,4 spor/10 µl do 12,73 spor/10 µl. Po štetju spor je 
potekala priprava 20 ličink mokarja in 20 ličink voščene vešče in kasneje inokulacija 
testnih organizmov s suspenzijo. Narejene so bile 4 ponovitve po 5 osebkov. Poskus je bil 
nastavljen v steklenih petrijevkah, katere so bile zatesnjene s parafilmom. Tako 
pripravljene petrijevke smo inkubirali v temi na 25 °C, kar so optimalni pogoji tako za 
glive in kot ličinke. 
 
Ličinke so bile opazovane od 18. 6. 2018 do 4. 7. 2018. Smrtnost ličink je bila ocenjena 
prvi, drugi, tretji, četrti, osmi, deveti, deseti, enajsti in šestnajsti dan po nastavitvi poskusa. 
Poleg smrtnosti je potekalo tudi opazovanje razvoja ličink. Prešteli smo število bub in 
odraslih žuželk. Rezultate smo predstavili v  grafih, ki prikazujejo smrtnost ličink mokarja 
in voščene vešče. Smrtnost ličink mokarja je prikazana za vseh 16 dni opazovanja, saj v 
tem času v kontrolnem vzorcu ni bilo zaznane smrtnosti, medtem ko je smrtnost ličink 
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voščene vešče prikazana do 8. dneva, ko je bila zabeležena 15 % smrtnost. Predstavljeni so 
tudi grafi primerjav umrljivosti obeh testnih organizmov za posamezno glivo. 
3.3 IZOLATI V POSKUSU 
Preglednica 1: Izolati gliv iz poskusa s podatki o rabi tal, številu spor v suspenziji in krajem vzorčenja 
Vrsta in izolat EPG Raba tal Število spor/10 µl Kraj vzorčenja 
B. bassiana T1 njiva (strune) 7,53 Nova Gorica 
B. bassiana T5 koruzišče 8,20 Nova Gorica 
M. anisopliae T18 travnik-ekstenziven 11,86 Medno pri Medvodah 
M. anisopliae T20 njiva 12,73 Prekmurje 
M. anisopliae T24 njiva 9,93 Prekmurje 
M. anisopliae T33 vinograd 6,80 Dolenjska 
M. anisopliae T35 matičnjak trte 7,06 Dolenjska 
M. anisopliae T44 sadovnjak 8,93 Bela krajina 
M. robertsii T2 njiva (strune) 9,07 Nova Gorica 
M. robertsii T7 trta 2,40 Koper 
M. robertsii T30 matičnjak trte 6,13 Dolenjska 
M. robertsii T32 ječmen 8,07 Dolenjska 
M. robertsii T38 njiva-koruza 2,73 Dolenjska 
M. guizhouense T29 vrt 6,00 Prekmurje 
 
  
Slika 2: Gliva Beauveria bassiana, izolata T1 in T5  
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Slika 3: Vrsta Metarhizium anisopliae, izolati T18, T20, T24, T33, T35 in T44  
   
  
Slika 4: Gliva Metarhizium robertsii, izolati T2, T7, T30, T32 in T38  
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Slika 5: Vrsta Metarhizium quizhuense, izolat T29  
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4 REZULTATI 
4.1 PRIMERJAVA UČINKOVITOSTI POSAMEZNIH IZOLATOV 
Na naslednjih slikah bodo prikazani rezultati poskusa virulentnosti entomopatogenih gliv 
iz rodov Beauveria in Metarhizium na ličinkah mokarja in voščene vešče. Poskus je trajal 
pri ličinkah mokarja 16 dni, torej dokler v kontrolnem vzorcu smrtnost ličink ni bila 
zabeležena, medtem ko je poskus pri ličinkah voščene vešče trajal 8 dni, kjer je bila v 
kontrolnem vzorcu zaznana 15 % smrtnost že 8. dan. 
4.1.1 Izolata Beauveria bassiana 
Oba izolata glive B. bassiana prikazujeta večjo smrtnost pri voščeni vešči kot pri mokarju 
(sliki 6 in 7). Pri obeh izolatih je bila sicer že prvi dan po inokulaciji zaznana smrtnost 5 % 
osebkov mokarja, vendar se ta pri T1 ni povečevala do 8 dne (slika 6), medtem ko je pri T5 
pri mokarju prišlo do smrtnosti 30 % osebkov po osmih dneh. Učinkovitost izolata T1 se je 
pokazala komaj 16. dan, ko je bila smrtnost mokarja 55 % (slika 6). Smrtnost voščene 
vešče se je po drugem dnevu pri obeh izolatih začela povečevati. Po 8 dneh opazovanja je 
bila smrtnost pri izolatu T5 100 %, pri T1 pa 90 % (slika 7). Opažena je bila veliko boljša 
učinkovitost delovanja glive B. bassiana na voščeno veščo kakor na mokarja. 
 
Slika 6: Smrtnost ličink mokarja inokuliranih z dvema izolatoma glive B. bassiana po 16 dneh inkubacije 
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Slika 7: Smrtnost ličink voščene vešče inokuliranih z dvema izolatoma glive B. bassiana po 8 dneh 
inkubacije 
 
4.1.2 Izolati Metarhizium anisopliae 
Pri izolatih M. anisopliae so zopet vidne razlike med smrtnostjo ličink obeh organizmov. 
Vpliv glive na smrtnost mokarja je bil v vseh primerih manjši kot na voščeno veščo. Pri 
dveh izolatih (T20, T24) do 8. dne ni bilo opaženih mrtvih ličink mokarja (slika 8). Pri 
ostalih pa je bila smrtnost v 8 dneh zgolj 10-25 %, le pri enem izolatu (T35) 40 % (slika 8). 
Slednji je bil najbolj učinkovit tudi pri voščeni vešči, saj je bila smrtnost 4. dan 60 %, 8. 
dan pa 100 %. Na voščeno veščo je dobro deloval tudi izolat T18, pri katerem je bila 
smrtnost 4. dan 75 %, 8. dan pa so bile mrtve vse ličinke (slika 9). Pri mokarju je bila 
ugotovljena večja smrtnost 11. dan, ki je bila pri izolatih dveh izolatih, T20 in T33, celo 60 
% (slika 8).  
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Slika 8: Smrtnost ličink mokarja inokuliranih z različnimi izolati glive M. anisopliae po 16 dneh inkubacije 
 
Slika 9: Smrtnost ličink voščene vešče inokuliranih z različnimi izolati  glive M. anisopliae po 8 dneh 
inkubacije 
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4.1.3 Izolati Metarhizium robertsii 
Pri izolatih glive M. robertsii so rezultati precej različni. Večja smrtnost je bila ugotovljena 
pri treh izolatih (T2, T7, T32) pri mokarju, vendar je ta 8. dan znašala zgolj 55 % (T7) in 
50 % (T2, T32). Do 16. dne se je povečala na 65 % (slika 10), kar pomeni, da bi lahko bila 
učinkovitost glive morda lahko zadostna za uporabo v kmetijstvu. Najslabše je na mokarja 
deloval izolat T30, kjer je bilo 8. dan mrtvih samo 5 % osebkov, po 16 dneh pa se je 
stolpec tudi pri izolatu T38 povzpel zgolj na 30 % (slika 10). Ravno nasprotno pa je izolat 
T30 dobro deloval na voščeno veščo, katere smrtnost je bila 8 dan 100 %. Prav tako je 
nanjo učinkovito deloval izolat T2 in povzročil 100% smrtnost po 8 dneh (slika 11).  
 
Slika 10: Smrtnost ličink mokarja inokuliranih z različnimi izolati glive M. robertsii po 16 dneh inkubacije 
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Slika 11: Smrtnost ličink voščene vešče inokuliranih z različnimi izolati  glive M. robertsii po 8 dneh 
inkubacije 
 
4.1.4 Izolat Metarhizium guizhouense  
Edini izolat glive M. guizhuense je bil po 8 dneh 40 % uspešen samo pri voščeni vešči. 
Ličinke mokarja niso bile okužene. Glede na manj kot polovično uspešnost zgolj pri 
voščeni vešči predvidevamo, da gliva nima velikega vpliva tudi na najbolj občutljive 
osebke oziroma je slabo virulentna (slika 12).  
 
 
 
Slika 12: Smrtnost ličink voščene vešče inokuliranih z izolatom glive M. guizhuense po 8 dneh inkubacije 
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4.2 SMRTNOST LIČINK MOKARJA IN VOŠČENE VEŠČE GLEDE NA IZOLATE 
Na sliki 13 so vidne razlike v smrtnosti ličink mokarja. V kontroli ni bilo smrtnosti po 16 
dneh inkubacije. Največjo smrtnost sta povzročila izolata T2 in T7 (oba M. robertsii), to je 
65 %, kar bi lahko v kmetijstvu morda bilo zadostno za uporabo v biotičnem varstvu 
rastlin. Na drugi strani pa je izolat T24 povzročil le 20 % smrtnost. 60 % smrtnost mokarja 
je bila pri dveh izolatih glive M. anisopliae (T20 in T33), pri T38 pa je bila smrtnost zgolj 
30 %. Pri glivi B. bassiana je v 16 dneh izolat T1 povzročil 55 % smrtnost osebkov, T5 pa 
do 40 %. Pri glivi M. guizhuense nismo zaznali nobenih sprememb v 16. dneh, kar pomeni 
da so vse ličinke preživele (slika 13). 
 
Slika 13: Smrtnost ličink mokarja 16 dni po inokulaciji z različnimi izolati EPG 
Na sliki 14 je prikazana smrtnost ličink voščene vešče 8 dni po inokulaciji, ko je bila v 
kontrolnem obravnavanju že zabeležena 15 % smrtnost. Razvidno je, da je kar nekaj 
izolatov gliv povzročilo 100 % smrtnost ličink mokarja in voščene vešče. Izolata glive B. 
bassiana sta povzročila 90 % (T1) in 100 % (T5) smrtnost ličink. Pri glivi M. anisopliae 
rezultati variirajo. Izolata T18 in T35 sta povzročila 100 % smrtnost, izolat T44 85 %, 70 
% izolat T33 in izolat T24 65 %. Najmanj ličink je poginilo pri izolatu T20, kjer je bila 
smrtnost 60 %. Pri glivi M. robertsii so bili rezultati pri treh obravnavanjih zelo 
zadovoljivi, saj sta izolata T2 in T30 povzročila 100 % smrtnost, T38 pa 85 %. Manj 
uspešna sta bila izolata T32 s 30 % in T7 s 35 % smrtnostjo ličink.  Izolat T29 pripada glivi 
M. guizhouense in je po 8. dneh povzročil 40 % smrtnost ličink voščene vešče (slika 14). 
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Slika 14: Smrtnost ličink voščene vešče 8 dni po inokulaciji z različnimi izolati EPG  
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4.3 SMRTNOST MOKARJA IN VOŠČENE VEŠČE PO OSMIH DNEH INKUBACIJE 
Na slikah 15 in 16 so prikazane razlike v smrtnosti, ki se pojavljajo 8. dan pri ličinkah 
obeh vrst. Opazno so bili izolati veliko bolj uspešni pri ličinkah voščene vešče (Slika 16), 
kjer je bila smrtnost ličink po 8 dneh dosežena tudi do 100 %, medtem ko je bila pri 
mokarju največja ugotovljena smrtnost le 55 % (slika 15). 
 
Slika 15: Smrtnost ličink mokarja 8 dni po inokulaciji z različnimi izolati EPG  
Smrtnost ličink mokarja se je po 8 dneh razlikovala pri posameznih izolatih. Najbolj 
izstopa izolat T7, ki je po 8 dneh povzročil 55 % smrtnost ličink. Nekateri izolati so 
povzročili zelo majhno smrtnost ličink obeh testnih organizmov. Na primer pri T1 B. 
bassiana zgolj 5 %, pri glivi M. anisopliae pa 10 % (izolata T24 in T44). Kot najmanj 
virulenten se je izkazal izolat T29, kjer ni poginila nobena ličinka inokulirana z glivo M. 
guizhouense (slika 15). 
 
0
10
20
30
40
50
60
S
m
rt
n
o
st
 (
%
)
Izolat EPG
26 
Kopinšek T. Preizkušanje virulentnosti … gliv iz rodov Beauveria … voščene vešče (Galleria mellonella L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020  
 
 
 
Slika 16: Smrtnost ličink voščene vešče 8 dni po inokulaciji z različnimi izolati EPG 
Smrtnost pri ličinkah voščene vešče je bila 8. dan zelo velika. 100 % smrtnost lahko 
opazimo kar pri 5 izolatih in sicer pri izolatu glive B. bassiana T5, dveh izolatih glive M. 
anisopliae (T18 in T35) in dveh izolatih M. robertsii (T2 in T30). Smrtnost ličink je bila 
ugotovljena tudi v kontrolnem obravnavanju, vendar zgolj 15 %, zato izolate še vedno 
primerjamo s kontrolo. Najmanjša smrtnost je je bila ugotovljena pri izolatih glive M. 
robertsii, 30 % (T32) in 35 % (T7) (slika 16).  
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5 RAZPRAVA 
5.1 RAZLIČNI VPLIVI IZOLATOV GLIV IZ RODOV Beauveria IN Metarhizium NA 
MOKARJA IN VOŠČENO VEŠČO  
V naši raziskavi je bilo potrjeno, da ima večina obravnavanih izolatov gliv iz rodov 
Beauveria in Metarhizium večji vpliv na smrtnost voščene vešče kot na mokarja. Edina 
gliva, ki je bila učinkovita pri obeh testnih organizmih, je bila M. robertsii (izolat T2). Ta 
je pri ličinkah voščene vešče po 8 dneh povzročila 100 % smrtnost, pri mokarju pa po 10 
dneh 65 %. Vzorec tal iz katerega je bil pridobljen izolat T2 je bil nabran leta 2015 na njivi 
v Novi Gorici. Povprečno število spor v suspenziji izolata je bilo 9,07/10 µl.  
 
Po drugi strani pa se je izolat glive M. guizhouense izkazal kot najmanj učinkovit. Smrtnost 
(40 %) smo zaznali le pri voščeni vešči po 8 dneh po inokulaciji, medtem ko so vse ličinke 
mokarja po 16. dneh ostale žive. Gliva M. guizhouense je bila v laboratoriju izolirana leta 
2017 iz vzorca vrtnih tal v Prekmurju. Izolat je tudi slabše sporuliral, saj je bilo preštetih le 
6 spor/10 µl.  
 
V preteklosti je bila že preizkušana učinkovitost gliv B. bassiana in M. anisopliae na 
ličinke mokarja. Ugotovljeno je bilo, da je smrtnost pri izolatih glive B. bassiana segala od 
30 do 100 %, medtem ko so izolati glive M. anisopliae presegli 80 % smrtnost (Oreste in 
sod., 2012). V naši raziskavi sta glivo B. bassiana predstavljala izolata T1 in T5. Oba sta 
na mokarja delovala slabo. Po 8 dneh je bila smrtnost pri T1 5 % in po 16 dneh 55 %, pri 
izolatu T5 pa po 8 dneh 30 %, po 16 pa 40 %, kar je primerljivo z rezultati v raziskavi 
Oreste in sod. (2012). Slovenski izolati glive M. anisopliae uporabljeni v raziskavi so bili 
T18, T20, T24, T33, T35 in T44. V primerjavi z rezultati omenjene raziskave, so bili naši 
izolati precej slabši, saj je bila največja smrtnost po 16 dneh 60 % pri izolatih T20 in T33. 
T20 je bil vzorčen leta 2017 v Prekmurju na njivi, istega leta tudi T33 na Dolenjskem v 
vinogradu. Število spor ne igra ključne vloge, saj jih je bilo pri izolatu T20 12,73, pri T33 
pa 6,8 spor/10 µl. 
 
Slike, ki prikazujejo primerjavo smrtnosti med obema vrstama ličink, jasno kažejo veliko 
boljšo učinkovitost izbranih EPG na voščeno veščo, ki tudi splošno velja za občutljivejšega 
gostitelja. Največjo razliko med smrtnostjo obeh vrst ličink je bila opažena pri izolatu T30 
glive M. robertsii, kjer je bila smrtnost ličink voščene vešče 8 dan 100 %, medtem ko je 
bila smrtnost mokarja le 15 %. Izolat T30 glive M. robertsii je bil izoliran iz talnega vzorca 
matičnjaka trte na Dolenjskem leta 2017. V suspenziji je bilo 6,13 spor/10 µl (slika 13 in 
slika 14).  
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Presenetljivi so rezultati smrtnosti zaradi izolatov glive M. robertsii T7 in T32 (slika 10 in 
slika 11), kjer je bila smrtnost mokarja večja kot smrtnost voščene vešče. Po 16 dneh je 
dosegla smrtnost mokarja od 55 do 65 %.  
 
Glede naših raziskav je težko določiti tiste izolate, ki bi bili primerni za nadaljnjo uporabo. 
Potrebujemo takšne, ki bodo imeli čim širši spekter delovanja in čim boljšo učinkovitost na 
škodljivce, ki se vse pogosteje pojavljajo na naših njivah, vrtovih, vinogradih in travnikih.  
 
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je za biotično varstvo še prihodnost, saj je bilo 
pri nekaterih izolatih entomopatogenih gliv zaznano dobro delovanje. Najbolj učinkovita 
gliva pri obeh testnih organizmih je bila Metarhizium robertsii, izolat T2. V Sloveniji in 
drugje po svetu pripravkov s to glivo še nimamo, zato bi bila registracija dobrodošla 
(Munda in sod., 2019).  
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6 SKLEPI 
V laboratorijskem poskusu smo našli nekaj potencialno primernih izolatov gliv za 
nadaljnjo uporabo  v biotičnem varstvu rastlin v kmetijstvu. To so izolati glive M. robertsii 
(T2, T7 in T30) in B. bassiana (T5)  ter tudi dva izolata vrste M. anisopliae (T33 in T35). 
 
Hipoteze smo potrdili. V laboratorijskem poskusu je bila učinkovitost preizkušanih 
entomopatogenih gliv iz rodov Beauveria in Metarhizium, ki smo jih testirali na dveh 
testnih organizmih iz različnih redov žuželk, različna glede na rod in vrsto EPG.  
 
Ugotovili smo, da je smrtnost večja pri inokulaciji ličink voščene vešče (Galleria 
mellonella), kot pri ličinkah mokarja (Tenebrio molitor). 
 
Za biotično varstvo bi lahko naredili še nekaj raziskav zgoraj naštetih izolatov in bi jih 
lahko registrirali v naši državi. 
 
Število spor v inokulacijski suspenziji ni imelo vpliva na smrtnost testnih organizmov. 
 
Virulentnost gliv ni odvisna od rabe tal in kraja kjer so bile vzorčene. 
 
 
30 
Kopinšek T. Preizkušanje virulentnosti … gliv iz rodov Beauveria … voščene vešče (Galleria mellonella L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020  
 
 
7 POVZETEK 
Onesnaževanje okolja, prekomerna erozija tal in s tem povezan prenos usedlin, kemičnih 
gnojil in pesticidov v površinske in podzemne vode ter nespametno ravnanje z odpadki 
ljudi in živali predstavlja resne okoljske in družbene probleme po vsem svetu. Proti temu 
pa že obstajajo načini za zmanjševanje teh vplivov. Eden izmed njih je biotično varstvo 
rastlin. Gre za okolju prijazno metodo zatiranja škodljivih organizmov z uporabo določenih 
koristnih organizmov, ki na različne načine skrbijo za to, da se populacije škodljivih 
organizmov ne prerazmnožijo. Biotično varstvo še vedno predstavlja manj kot 2 % od 30-
milijardnega letnega svetovnega trga sredstev za zatiranje škodljivcev, zato bo v prihodnje 
potrebno ta delež občutno povečati. 
 
V naši raziskavi je bilo pod drobnogled vzeto biotično varstvo s pomočjo entomopatogenih 
gliv. Slednje so bile prvič omenjene leta 700 pred našim štetjem. Moderna 
entomopatologija pa se je začela leta 1835 z glivo Beauveria bassiana. EPG so danes širše 
uporabne v biotičnem varstvu. Najdemo jih na neobdelanih (rod Beauveria) in na 
obdelanih tleh (rod Metarhizium). Svoje gostitelje okužijo skozi zunanjo kutikulo in so 
patogene tako za žuželke z mehko telesno zgradbo kot za tiste z zunanjim skeletom. Prav 
tako pa delujejo tudi na vrsto drugih členonožcev, vključno s pršicami (Acari). Njihovo 
delovanje je lahko tudi širše, saj naseljujejo rizisfero, za kar pravimo, da so 
rizokompetentne. Za njihovo preživetje in kalitev spor pa sta najpomembnejša dejavnika 
temperatura in relativna vlažnost. 
 
V raziskavi smo se ukvarjali z dvema rodovoma EPG. To sta Beauveria in Metarhizium. Iz 
prvega rodu smo v raziskavi uporabili najpogostejšo vrsto, Beauveria bassiana, ki je znana 
po belih, kasneje rumenkastih včasih tudi rdečkastih kolonijah. Najdemo jo tudi v veliko 
komercialnih pripravkih za biotično zatiranje škodljivcev. Njeno delovanje je odvisno od 
temperature in zračne vlage. Sevi glive se razlikujejo glede na to v kakšnem območju 
rastejo in se razmnožujejo (ali je to v Afriki, kjer so temperature zelo visoke, ali v 
subarktičnem svetu, kjer so temperature zelo nizke). 
 
Iz rodu Metarhizium so bile v poskusu obravnavane tri vrste. To so M. anisopliae, M. 
robertsii in M. guizhouense. Glive imajo zelene, tudi sivkaste prašnate kolonije, ki jih 
tvorijo konidiji. Najpogostejša vrsta iz tega rodu je M. anisopliae. Za biotično varstvo 
rastlin se uporablja že okrog 130 let, razširjena je po vsem svetu in je poleg gliv Beauveria 
bassiana in Beauveria brongniartii ena najpogosteje uporabljenih gliv. Uporabna je v 
rastlinjakih za zatiranje rastlinjakovega ščitkarja, tripsov, komarjev in klopov. 
 
V raziskavi je bila med letoma 2015 in 2017 vzorčena zemlja na različnih delih Slovenije 
in na pridelovalnih površinah z različno rabo tal. Iz njih je bilo izoliranih 14 izolatov gliv 
dveh različnih rodov. Najprej so bili precepljeni na selektivno gojišče, ki je bilo 
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pripravljeno v laboratoriju, nato pa smo z njimi okuževali voščeno veščo (Galleria 
mellonella) in mokarja (Tenebrio molitor). Vsak vzorec je bil okužen s suspenzijo v kateri 
je bilo od 2,4 spor/10 µl do 12,73 spor/10 µl. En vzorec je predstavljal 20 osebkov vešče in 
20 osebkov mokarja. 
 
Naša hipoteza, kjer je bilo predpostavljeno, da se bodo izolati razlikovali po virulentnosti 
glede na rod, vrsto in izolat EPG je bila potrjena. Med preučevanimi izolati gliv je namreč 
prihajalo tudi do večjih razlik. Menimo, da raba tal in kraj, kjer so bili izolati vzorčeni ni 
ključno vplivala na rezultate. Potrjena je bla tudi hipoteza, da bo smrtnost večja pri 
ličinkah voščene vešče kot pri ličinkah mokarja. 
 
Kot najučinkovitejši izolati, ki bi jih bilo vredno še naprej preučevati, so se izkazali T2 in 
T7 (gliva M. robertsii), T33 in T35 (M. anisopliae) in T5 (B. bassiana). Povzročili so 
največjo smrtnost, večinoma pri ličinkah voščene vešče.  
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PRILOGA A 
 
 
Seznam uporabljenih izolatov, kraj nabiranja, raba tal in smrtnost testnih organizmov 
      DNEVI PO INOKULACIJI/SMRTNOST (%) 
OBRAVNAVANJE 
KRAJ 
NABIRANJA 
RABA 
TAL 
ŠTEVILO 
SPOR/10 µl TESTNI ORGANIZEM GLIVA 
1 
dan 
2 
dan 
3 
dan 
4 
dan 
8 
dan 
9 
dan 
10 
dan 
11 
dan 
16 
dan 
Kontorola       
Tenebrio molitor kontrola T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Galleria mellonella kontrola G 0 0 0 0 15 15 30 35 50 
  
Nova Gorica 
njiva 
(strune) 7,53 
Tenebrio molitor 
B.bassiana 
5 5 5 5 5 10 25 25 55 
T1 Galleria mellonella 0 5 15 20 90 95 100 100 100 
  
Nova Gorica koruzišče 8,20 
Tenebrio molitor 
B.bassiana 
5 5 5 5 30 30 40 40 40 
T5 Galleria mellonella 10 10 55 75 100 100 100 100 100 
    
travnik-
ekstenziven 11,86 
Tenebrio molitor 
M.anisopliae 
15 20 20 20 20 25 25 30 35 
T18 
Medno pri 
Medvodah Galleria mellonella 10 45 65 75 100 100 100 100 100 
    
njiva 12,73 
Tenebrio molitor 
M.anisopliae 
0 0 0 0 25 40 45 60 60 
T20 Prekmurje Galleria mellonella 0 15 15 20 60 60 80 90 100 
    
njiva 9,93 
Tenebrio molitor 
M.anisopliae 
0 0 0 0 10 10 20 20 20 
T24 Prekmurje Galleria mellonella 5 25 45 45 65 80 80 90 100 
    
vinograd 6,80 
Tenebrio molitor 
M.anisopliae 
15 20 20 20 20 55 60 60 60 
T33 Dolenjska  Galleria mellonella 0 0 25 35 70 90 100 100 100 
    matičnjak 
trte 7,06 
Tenebrio molitor 
M.anisopliae 
0 10 10 25 40 40 40 40 45 
T35 Dolenjska  Galleria mellonella 0 20 40 60 100 100 100 100 100 
    
sadovnjak 8,93 
Tenebrio molitor 
M.anisopliae 
10 10 10 10 10 35 35 35 35 
T44 Bela krajina Galleria mellonella 0 5 15 45 85 100 100 100 100 
se nadaljuje 
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nadaljevanje priloge A 
 
 
 
 
      DNEVI PO INOKULACIJI/SMRTNOST (%) 
OBRAVNAVANJE 
KRAJ 
NABIRANJA RABA TAL 
ŠTEVILO 
SPOR/10 µl TESTNI ORGANIZEM GLIVA 
1 
dan 
2 
dan 
3 
dan 
4 
dan 
8 
dan 
9 
dan 
10 
dan 
11 
dan 
16 
dan 
    
njiva (strune) 9,07 
Tenebrio molitor 
M.robertsii 
15 15 20 20 50 50 65 65 65 
T2 Nova Gorica Galleria mellonella 20 30 35 75 100 100 100 100 100 
    
trta 2,40 
Tenebrio molitor 
M.robertsii 
5 15 30 45 55 60 60 65 65 
T7 Koper Galleria mellonella 0 0 0 25 35 35 35 35 45 
    
matičnjak trte 6,13 
Tenebrio molitor 
M.robertsii 
0 0 0 5 15 30 35 40 50 
T30 Dolenjska  Galleria mellonella 5 10 25 30 100 100 100 100 100 
    
ječmen 8,07 
Tenebrio molitor 
M.robertsii 
10 10 15 15 50 50 55 55 55 
T32 Dolenjska  Galleria mellonella 0 5 5 10 30 35 40 55 100 
    
njiva-koruza 2,73 
Tenebrio molitor 
M.robertsii 
0 15 15 15 25 30 30 30 30 
T38 Dolenjska  Galleria mellonella 0 5 5 60 85 90 90 90 90 
    
vrt 6,00 
Tenebrio molitor 
M.guizhuense 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
T29 Prekmurje Galleria mellonella 5 5 5 15 40 40 55 80 100 
